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１．薬剤処理と Cell viability assay 
MM細胞株（RPMI-8226、MM.1S、KMS-12BM、KMS-12PE、U-266）を以下のヒスト
ンメチル化修飾酵素に対する阻害剤で処理し、細胞増殖に与える影響を cell viability ア
ッセイによって解析した。ヒストン H3 リジン 4 (H3K4)メチル化酵素 LSD1 阻害剤
S2101・GSK2879552、H3K9 メチル化酵素 G9a 阻害剤 UNC0638、H3K27 メチル化酵素
EZH2阻害剤 GSK126、H3K27 脱メチル化酵素 JMJD3 阻害剤 GSKJ1、H3K79メチル化酵
素 DOT1L阻害剤 SGC0946。濃度は 1μM、期間は 14日間までとした。    
DOT1Lの解析については、別の DOT1L阻害剤である EPZ5676を加えるとともに、解
析対象に KMS-11 細胞と、MM 臨床例から採取した CD138 陽性細胞を加えた。濃度は
0.25-1 μM、期間は 18日間までとした。 
２．マウス xenograftモデル 




RPMI-8226 細胞、MM.1S細胞を 1 μMの SGC0946あるいは EPZ5676 で 6日間処理し、
細胞周期解析のために PI染色、アポトーシス解析のために Annexin V / PI染色を施行し
た。コントロールには DMSOで処理した細胞株を用いた。 
４．マイクロアレイ解析 
RPMI-8226 細胞、MM.1S 細胞を 1 μMの SGC0946 で 6 日間処理、また KMS-12PE 細
胞を 1 μMの SGC0946で 12日間処理し、遺伝子発現を SurePrint G3 Human GE マイクロ
アレイにより解析した。アレイデータは Gene Spring GX ソフトウェアで解析し、Gene 
Ontology解析、パスウェイ解析を行った。コントロールには DMSO で処理した細胞株を
用いた。またアレイ結果を定量 RT-PCR 法、western blot法で検証した。 
５．クロマチン免疫沈降シークエンス(ChIP-seq) 
RPMI-8226、MM.1S を 3日間、1 μMの SGC0946で処理し、H3K79me2 抗体を用いて、
免疫沈降を行った。コントロールには DMSO で処理した細胞株を用いた。精製した DNA
を Ion Proton システムでシークエンスし、MACS2.0 ソフトウェアで H3K79 メチル化
領域を抽出した。 
６．遺伝子変異解析 
KMS-12BMおよび KMS-12PE細胞を対象に、409種類のがん関連遺伝子の変異を Ion 
Proton システムを用いてターゲット・シークエンス解析した。 
 ７．臨床検体における発現解析 
  Gene Expression Omnibus で公開された、MMの臨床検体のマイクロアレイデータセッ
ト（GSE5900・GSE6477）を用いて、正常細胞・腫瘍細胞における遺伝子発現を t 検定





を行った結果、G9a、EZH2、JMJD3、DOT1L に対する阻害剤が MM 細胞株の増殖を抑
制した。一方、LSD1 阻害剤に抗腫瘍効果は認められなかった。これらの中で、最も高
い増殖抑制効果を示したのは DOT1L阻害剤であった。次に MM 臨床検体のマイクロア
レイデータセットを用いて DOT1Lの発現を解析したところ、正常形質細胞と比較して、




  上記の結果から DOT1L を対象としてさらに研究を進めた。2 種類の DOT1L 阻害剤
(SGC0946、EPZ5676)によるMM細胞株の増殖抑制ならびに、in vitro での腫瘍形成抑制
効果を明らかにした。さらに MM 臨床例より採取した CD138 陽性細胞に対する増殖抑






いう仮説を立てた。そこで我々は DOT1L 阻害剤 SGC0946 が、MM 細胞株の H3K79 メ
チル化と遺伝子発現に与える影響を、ChIP-seq とマイクロアレイにより網羅的に解析し
た。これらのデータを統合し、DOT1L 阻害剤処理によって H3K79 メチル化が減少し、
かつ発現が低下した遺伝子を抽出した結果、MYC、IRF4、PRDM1、KLF2 など一連の
IRF4-MYC シグナルの遺伝子を見いだした。これらの結果を定量 RT-PCR法、western blot
法で再確認した。MM細胞の生存は IRF4-MYC シグナルに強く依存していることが知ら
れており、これらの発現抑制が抗腫瘍効果メカニズムの一つと考えられた。 
さらに DOT1L阻害剤で発現が上昇した遺伝子群について Gene Ontology解析、パスウ
ェイ解析で解析したところ、免疫反応およびインターフェロン(IFN)シグナルに関わる遺








子の変異が、低感受性株 KMS-12PE のみに認められた。 
また IRF4-MYC シグナルが DOT1L 感受性と相関するか検証するため、IRF4 と MYC
の mRNA 発現を定量 RT-PCR 解析した結果、低感受性株 KMS-12PE の方が KMS-12BM
よりも IRF4と MYC の発現が低く、かつMYC阻害剤 10058-F4に対する感受性も低いこ










  本研究結果は、複数のヒストン修飾酵素が MMの治療標的候補となりうることを示し
た。これまでの研究から、EZH2の阻害によるMM細胞の増殖抑制が報告されていたが、




  我々はDOT1L阻害剤がMM細胞の IRF4-MYCシグナルを抑制することを明らかにし
た。MM 細胞の生存は IRF4-MYC に強く依存しており、さらに IRF4 と MYC はポジテ
ィブフィードバックで互いに発現調節している。DOT1L阻害によるこれらの発現抑制が
抗腫瘍効果につながったと考えられた。また DOT1L 阻害は免疫反応および IFN 関連遺
伝子の発現を活性化した。IFN はかつて MM 治療に使用されており、DOT1L 阻害によ
る IFN シグナルの活性化が抗腫瘍効果の一端となった可能性が考えられた。 
さらに DOT1L阻害剤感受性に関わる因子を探索した結果、低感受性 MM 細胞ではヒ
ストン修飾遺伝子の変異が認められた。これまでの研究から、エピジェネティック関連
遺伝子変異の増加が MMの進行度および治療抵抗性と相関することが報告されており、
DOT1L 阻害剤感受性にも関わっている可能性が考えられた。また IRF4-MYC シグナル
に対する依存性の違いが DOT1L 阻害剤感受性に関わる可能性を見いだした。一方で興
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結果の要旨 
DOT1L阻害剤は、骨髄腫細胞株の細胞周期停止およびアポトーシスを誘導し、細胞増殖を
抑制した。 
DOT1L阻害剤は、IRF4-MYCシグナルに関わる遺伝子のヒストンH3K79me2修飾を低下
させ、その発現を抑制した。 
DOT1L阻害剤は、骨髄腫細胞株において免疫応答およびインターフェロン応答遺伝子の発
現に影響を及ぼした。 
DOT1L阻害剤の処理時間を延ばすことにより、DOT1L阻害剤低感受性の骨髄腫細胞に対
しても抗腫瘍効果を得られることが示された。 
また、博士（医学）の学位授与に値すると審査委員全員に認められた。  
 
 
 
 
 
